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(57) Abstract 

A porcine vaccine formula for treating porcine res- 
piratory and reproductive disease, including at least three 
polynucleotide vaccine valencies that each include a plas- 
mid containing a porcine pathogen valency gene capable of 
being expressed in vivo in host cells. Said valencies are 
selected from two groups which consist of Aujeszky's dis- 
ease virus, swine influenza virus, mysterious swine disease 
virus, parvovirus disease virus, pest disease virus, and bac- 
teria causing actinobacillosis. Said plasmids include one or 
more genes per valency, and said genes are selected from a 
the group which consists of gB and gD for Aujeszky's dis- 
ease virus, HA, NP and N for swine influenza virus, E, N, 
ORF3 and M for mysterious swine disease virus, VP2 for 
parvovirus disease virus. El and E2 for pest disease virus, 
and apxl, apxll and apxIII for actinobacillosis virus. 

(57) Abregc 

La formule de vaccin pore in contre la pathologie 
respiratoire et/ou de reproduction des pores, comprend au 
moins 3 valences de vaccin polynucleotidique comprenant 
chacune un plasmide integrant, de maniere a exprimer in vivo dans les cellules hdtes, un gene d'une valence de pathogene porcin, ces 
valences etant choisies parmi deux groupes cons is tan t en virus de la maladie d*Aujeszky, virus de la grippe porcine, mysteneuse du pore, 
virus de la grippe porcine, virus de la maladie mysterieuse du pore, virus de la parvovirose, virus de la pesttvirose et bacteries responsables 
de Fact inobaci Hose, les plasmides comprenant, pour chaque valence, un ou plusieurs des genes choisis parmi le groupe consistent en 
gB et gD pour le virus de la maladie d'Aujcszky. HA, NP. N pour le virus de la grippe porcine, E, N, ORF3, M pour le virus de la 
maladie mysterieuse, VP2 pour le virus de la parvovirose, El, E2 pour le virus dc la pestivirose et apxl, apxll et apxIII pour le virus de 
J'actinobacillose. 
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FORMULE DE VACCIN POLYNUCLEOTIDIQUE CONTRE LES PATHOLOGIES 
RESPIRATOIRES ET DE REPRODUCTION DES PORCS 

La presence invention esc relative a une formule de vaccin 
permeccanc notamment la vaccination des pores contre les 
pathologies respiratoires et de reproduction. Elle est 
egalemenc relative a une methode de vaccination correspondante 

Au cours des dernieres decennies, les methodes de 
production porcines ont f ondamentalement change. L'elevage 
incensif en espace clos s ' est generalise avec comme corollaire 
le developpement dramatique des pathologies respiratoires . 

L ' ensemble des symptomes de pathologie respiratoire 
porcine est en general regroupe sous l'appeiation complexe de 
maladie respiratoire des pores et implique une grande variete 
d' agents pathogenes, comprenant aussi bien des virus que des 
bacteries et des mycoplasmes . 

Les principaux agents intervenant dans les troubles 
respiratoires sont Ac tinobac illus pleuropneumoniae , le virus de 
1 ' inf ertili te et du syndrome respiratoire (PRRS) encore appele 
virus de la maladie mysterieuse, le virus de la maladie 
d'Aujeszky (PRV) et le virus de la grippe porcine. 

D'autres virus entralnent des troubles de la reproduction 
se traduisant par des avortements , des momif ications de foetus 
et de 1 ' inf ertili te . Les principaux virus sont PRRS , le 
parvovirus et le virus de la peste porcine classique (HCV) . 
Secondairement , les virus PRV grippe porcine et A. 
pleuropneumoniae peuvent aussi entrainer de tels troubles. Des 
mortalites peuvent intervenir avec A. pleuropneumoniae, HCV et 
PRV. 

En outre, les interactions entre les microorganismes sont 
. tres importants dans le complexe respiratoire porcin. En effet , 
la plupart des pathogenes bacteriens sont des notes habituels 
des zones nasopharyngees et des amygdales chez le j eune animal. 
Ces pathogenes, qui proviennent de la truie, sont souvent 
inhales par les jeunes pores durant leurs premieres heures de 
vie, avant que l'immunite colostrale soit devenue efficace. Les 
organismes residant dans le tractus respiratoire superieur 
peuvent envahir le tractus inferieur lorsque ies mecanismes de 
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defense respiracoires de I'hote sonc mis a mal par un agenc 
precursor eel que Accinobacillus pleuropneumonias ou par des 
virus. L ' invasion pulmonale peut etre tres rapide en 
particular dans le cas de pathogenes precurseurs tels que 
Accxnobacillus pleuropneumoniae qui produisent des eytotoxines 
puissances capables d'endommager les cils des cellules 
epitheliales respiratoires et les macrophages alveolaires. 

Des infections virales imporcantes, telles que influenza 
infections a coronavirus respiracoires ec vuus d'Aujeszky' 
peuvent jouer un role dans la pathogenie du complexe 
respiratoire. au cote de bacteries a Cropisme respiracoire ec 
de mycoplasmas. 

Enfin cercains agents one une incidence a la fois en 
respiracoire et en reproduction. Des interactions peuvent au SS1 
se produire sur le plan de la pathologie de ia reproduction: 

II parait done necessaire de tenter de mettre au point urie 
prevention efficace contre les principaux agents pathogenes 
intervenant dans les pathologies respiracoires et de 
reproduction des pores. 

Les associations developpees jusqu'a present etaient 
realisees a pareir de vaccins inactives ou de vaccins vivants 
et eventuellement de melanges de tels vaccins. Leur mise en 
oeuvre pose des problemes de compatibilite entre valences et de 
stabilice. II faut en effet assurer a la fois la compatibilite 
entre les differentes valences de vaccin, que ce soit au plan 
des differents antigenes utilises au plan des formulations 
elles-memes. notamment dans le cas ou l'on combine a la fois 
des vaccins inactives ec des vaccins vivants. II se pose 
egalement le probleme de la conservation de tels vaccins 
combine et aussi de leur innocuite notamment en presence 
d' adjuvant. Ces vaccins sont en general assez couteux. 

Les demandes de brevet WO-A-90 11092. WO-A-93 19183, WO-A- 
94 21797 et WO-A-95 20660 ont fait usage de la technique 
recemmenc developpee des vaccins polynucleocidiques . On sait 
que ces vaccins ucilisent un plasmide apte a exprimer dans les 
cellules de l'hoce l'ancigene insere dans le plasmide. Touces 
les yoies d • adminis trat ion ont ete proposees (intraperitoneal, 
intraveineuse, intramusculaire , transcutanee; incradermique . 
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mucosale, etc.). Differents moyens de vaccination peuvenc 
egalemenc etre utilises, tels que ADN depose a la surface de 
particules d'or et projete de fagon a penetrer dans la peau de 
1' animal {Tang et al,. Nature 356, 152-154, 1992) et Les 
5 injecteurs par jet liquide permettant de transfecter a la fois 

dans la peau, le muscle, les tissus graisseux et les tissus 
mammaires (Furthet al . , Analytical Biochemistry, 205, 365-368, 
1992 ) . 

Les vaccins polynucleotidiques peuvent utiliser aussi bien 

10 des .ADN nus que des ADN formules par exemple au sein de 

liposomes de lipides cat ioniques . 

M-F Le Potier et al. , (Second International Symposium on 
the Eradication of Aujeszky's Disease (pseudo rabies) Virus 
August 6th to 8th 1995 Copenhagen, Denmark) et M. Monteil et 

15 al . (Les Journees d' Animation Scientifique du Departement de 

Pathologie Animale, INRA-ENV, Ecole Nationale Veterinaire de 
LYON, 13-14 dec 1994) ont tente de vacciner les pores contre le 
virus de la maladie d'Aujeszky a 1 ' aide d'un plasniide 
permettant 1' expression du gene gD sous le controle d'un 

20 promoteur fort, le promoteur majeur tardif de 1 ' adenovirus de 

type 2. Maigre une reponse en anticorps de bon niveau, aucune 
protection n'a pu etre mise en evidence. Or, des resultats 
sat is f aisants en matiere de protection ont ete enregistres 
apres inoculation aux pores d'un adenovirus recombinant dans 

25 lecjuel a ete insere le gene gD et le meme promoteur, prouvant 

que la glycoproteine gD serait suffisante pour induire une 
protection chez le pore. 

L'art anterieur ne donne aucun resultat de protection chez 
le pore par la methode de la vaccination polynucleotidique . 

30 L' invention se propose de fournir une formule de vaccin 

multivalent permettant d'assurer une vaccination des pores 
contre un certain nombre d' agents pathogenes intervenant 
notamment dans la pathologie respiratoire et/ou dans la 
pathologie de la reproduction. 

35 Un autre objectif de 1' invention est de fournir une telle 

formule de vaccin associant differentes valences tout en 
presentant tous les criteres requis de compat ibi 1 i te et de 
stabilite des valences entre elles. 
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Un autre objeccif de 1" invention est de fournir une telle 
formule de vaccin permettant d'associer differentes valences 
dans un meme vehicule. 

Un autre objectif de 1 • invention est de fournir une telle 
formule de vaccin qui soit de mise en oeuvre aisee et peu 



Un autre objectif encore de 1 < invention est de fournir une 
telle formule de vaccin et une methode de vaccination des pores 
qui permette d'obtenir une protection, y compris une protection 
multivalente. avec un niveau eleve d'efficacite et de longue 
duree. axnsi qu'une bonne innocuite et une absence de residus. 

La presence invention a done pour objet une formule de 
vaccin notament contre la pathologie respiratoire et/ou de 
reproduction des pores, comprenant au moins 3 valences de 
vaccin polynucleotidique comprenant chacune un plasmide 
integrant, de maniere a 1 ■ exp rimer in vivo dans les cellules 
botes, un gene d'une valence de pathogene porcin, ces valences 
etant choisies parmi celles du groupe consistant en virus de 
la maladie d'Aujeszky (virus PRV ou pseudorage) . virus de la 
grippe porcine (virus influenza porcin. SIV) . virus de la 
maladie mysterieuse du pore (virus PRRS) , virus de la 
parvovirose (virus PPV) . virus de la peste porcine classique 
(virus HCV ou Hog Cholera virus) et bacterie responsable de 
l'actinobacillose (A. pleuropneiunoniae) , ' les plasmides 
comprenant. pour chaque valence, un ou plusieurs des genes 
choisis parmi le groupe consistant en gB et gD pour le virus de 
la maladie d'Aujeszky, HA, NP. N pour le virus de la grippe 
porcine. 0RF5 (E) , ORF3 , 0RF6 (M) pour le virus PRRS. VP2 pour 
le virus de la parvovirose. El, E2 pour le virus de la peste 
porcine classique et apxl , apxll et apxlll pour A. 
pleuropneumonias. 

Par valence, dans la presence invention, on entend au 
moins un antigene assurant une protection centre le virus du 
pathogene considere. la valence pouvant contenir, a titre de 
sous-valence, un ou plusieurs genes naturels modifies d'une ou 
plusieurs souches du pathogene considere. 

Par gene d' agent pathogene, on entend non seulemenc le 
gene complet. mais aussi les sequences nucleocidiques 
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differences, y compris fragments, conservant la capacite a 
induire une reponse procectrice. La notion de gene recouvre les 
sequences nucleot idiques equivalences a celles decrites 
precisemenc dans les exemples, c'esc-a-dire les sequences 
5 differentes mais codant pour la meme proteine, Elle recouvre 
aussi les sequences nucleo tidiques d'autres souches du 
pathogene considere, assurant une protection croisee ou une 
protection specif ique de souche ou de groupe de souche. Elle 
recouvre encore les sequences nucleo t idiques qui ont ete 
10 modifiees pour faciliter 1' expression in vivo par 1 ' animal note 
mais codant pour la meme proteine. 

De maniere preferee, la formule de vaccin selon 
1' invention comprendra les valences Aujeszky et grippe porcine 
auxquelles on pourra adjoindre d'autres valences, de preference 
15 choisies parmi les valences PRRS et A . pleuropneumoniae 
{actinobacillose) . On pourra leur adjoindre eventuellemerrt 
d'autres valences choisies parmi les valences parvovirose et 
peste porcine classique. 

II va de soi que toutes les combinaisons de valences sont 
20 possibles. Toutefois, dans le cadre de 1' invention, on 
considere les valences Aujeszky et grippe porcine, puis PRRS et 
A . pleuropneumoniae comme pref erees . 

Dans 1' opt ique d'une vaccination dirigee plus 
specif iquement contre la pathologie respiratoire des pores, on 
25 preferera selectionner les valences parmi Aujeszky, grippe 
porcine, PRRS et actinobacillose. 

Dans l'optique d'un vaccination dirigee spec i f iquement 
contre la pathologie de la reproduction, on preferera choisir 
Les valences parmi PRRS , parvovirose, peste porcine classique 
30 et Aujeszky. 

En ce qui concerne, la valence Aujeszky, on peut mettre en 
oeuvre 1 ' un ou 1' autre des genes gB et gD . Pref erent iel lement , " 
on utilise les deux genes, ceux-ci etant dans ce cas montes 
dans des plasmides differents ou dans un seul et meme plasmide. 
35 En ce qui concerne la valence grippe porcine, on pref ere 

mettre en oeuvre les genes HA et NP . On peut utiliser 1 ' un ou 
1 ' autre de ces deux genes ou les deux genes s imul tanement , 
montes dans des plasmides differents ou- dans un .seul et- meme 
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plasmide. De preference 

sequences HA de plus". ^ U ^ — 1« 

6 PiUS d une souche de virus i n «i. 

Par:iculier des differences soll , h m-luenza. en 

ues s °uches rencontrees sur i„ , 

^r. revanche. N? assure une Dror . rp . crees l e cerram . 

5 done se concenter de la sequence Cr ° 1See ec ''on pourra 

Sn ce qui concerne laTl/nce U ? n ; RS SeUle ^ *" ^ 
les genes E ec ORF3 ou encore M On D ' 

seuls ou en combinaison • dans i„ , UClll3er css Senes 

peuc .oncer les genes dans des plas^L " COmblnaiSOn ' on 
10 plasmides combinant 2 ou 3 Pl " mid " °" ^ des 

avancageusemenc associer dan, , - °" P°urra 

1 aans l e meme vaccin h = 

provenant d ' au moins deux souch»<= 9Snes 
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En ce qui concerne la valenrp r^«,- 

20 combinaison de 2 ou 3 de ce/ P ^ ° U une 
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Protection contre les -""j une 



r-w-=v.v.i 0 n contre les different-. 

Pleuropneumonias. Pour les anc^n **** A " 

nClgenes apxl, ri ec t t t 
prevoxr de modifier les sequences - od *n- P<SUt 

■ - =4usnces codances pour obrsnfr ■> „ 

antigenes detoxifies, en parc . culior -bcenir AS s 

La fn ™„, • ParC ^ Culler dans les exemples 

La formule de vaccm selon 1' invention oourra se or~L 
sous un volume de dose compos de m*n^ ■ Presenter 

10 -1. et en particulier en'^ \« ^ ' J"""" 1 ' ^ " 

vaccinations par voie intra.uLL "e ^ ^ 

L» dose s.ra gener»llemenL comcris. .„ f — ,„ 

l'eau nH,, • i vaccination qui sera en general de 

- Ph logl (Nacl 0 9 %) _ ^ ^ ^ 

•ccin polynucleotides decrites dans 1-art anterieur 

Chaque plasmide comprend un promoceur apte a assurer 
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1' expression du gene msere sous sa dependance dans les 
cellules hoces. U s ' agira en general d'un promoteur eucaryote 
fore et en particulier d'un promoteur precoce du 
cytomegalovirus CMV-ie, d'origine humaine ou murine, ou encore 
eventuellement d'une autre origine telle que rat, cochon, 
cobaye . 

De maniere plus generale, le promoteur pourra etre soit 
d'origine virale, soit d'origine cellulaire. Comme promoteur 
viral, on peut citer le promoteur precoce ou tardif du virus 
SV40 ou le promoteur LTR du virus du Sarcome de Rous. II peut 
aussi s'agir d'un promoteur du virus dont provient le gene, par 
exemple le promoteur propre au gene. 

Comme promoteur cellulaire, on peut citer le promoteur 
d'un gene du cytosquelec te , par exemple le promoteur de la 
desmine (Bolmont et al . , Journal of Submicroscopic Cytology and 
Pathology, 1990. 22, 117-122 ; et ZHENLIN et al . , Gene, 1989, 
78, 243-254), ou encore le promoteur de 1'actine. 

Lorsque plusieurs genes sont presents dans le meme 
plasmide., ceux-ci peuvent etre presentes dans la meme unite de 
transcription ou dans deux unites dif f erentes . 

La combinaison des differentes valences du vaccin selon 
1' invention peut etre effectuee, de preference, par le melange 
de plasmides polynucleo t idiques exprimant le ou les antigene(s) 
de chaque valence, mais on peut egalement prevoir de faire 
exprimer des antigenes de plusieurs valences par un meme 
plasmide . 

L ' invention a encore pour objet des formules de vaccin 
monovalent comprenant un ou plusieurs plasmides codant pour un 
ou plusieurs genes de 1'un des virus choisis parmi le groupe 
consistant en PRV, PRRS , PPV, HCV et A. pleuropneumoniae , les 
genes etant ceux decrits plus haut. En dehors de leur caractere 
monovalent, ces formules peuvent reprendre les caracter is t iques 
enoncees plus haut en ce qui concerne le choix des genes, leurs 
combinaisons, la composition des plasmides, les volumes de 
dose, les doses, etc. 

Les formules de vaccin monovalent peuvent etre utilisees 
U) pour la preparation d'une formule de vaccin polyvalent tel 
que decrit plus haut, (ii) i citre individuel centre la 
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pachologie propre, (i.i, associees a un vaccin d'un autre type 
(encier vivanc ou inactive, recombinant, sous-unite) 
autre pathologie, ou (iv) comme rappel d < un vaccin comme decrit 
c i-apres . 

La presence invention a en effet encore pour objet 
l'utilisation d'un ou de plusieurs plasmides selon 1- invention 
pour la fabrication d'un vaccin destine a vacciner les pores 
primo-vaccines au moyen d'un premier vaccin classique du type 
de ceux de la technique anterieure. a savoir notamment choisi 
dans le groupe consistent en vaccin encier vivant. vaccin 
entier inactive, vaccin de sous-unite, vaccin recombinant, ce 
premier vaccin (monovalent ou multivalent ) presentant (e'est-a- 
dire contenant ou pouvant exprimer) le ou les antigen-(s) 
code(s) par le ou les plasmides ou antigene(s) assurant une 
15 protection croisee. De maniere remarkable, l e vaccin 
polynucleotidique a un effet de rappel puissant se tradu iS ar>c 
par une amplification de la reponse immunitaire et 
1 ' installation d'une immunite de longue duree . 

De maniere generale, les vaccins de primo-vaccination 
pourront etre choisis parmi les vaccins commerciaux disponibles 
aupres des differents producteurs de vaccins veter inaires . 

L ' invention a aussi pour objet un kit de vaccination 
regroupanc un vaccin de primo-vaccination tel que decrit ci- 
dessus et une formule de vaccin selon 1' invention pour le 
rappel. Elle a aussi trait a une formule de vaccin selon 
1' invention accompagnee d'une notice indiquant 1 • usage de cette 
formule comme rappel d'une primo-vaccination telle que decrite 
ci -avant . 

La presence invention a egalement pour objet une methode 
de vaccination des pores centre la pathologie respiratoire 
et/ou la pachologie de la reproduction des pores, comprenant 
1 'administration d'une dose efficace d'une formule de vaccin 
telle que decrit plus haut . Cette methode de vaccination 
comprend 1 ' administration d'une ou de plusieurs doses de la 
35 formule de vaccin, ces doses pouvant etre administrees 
success ivement dans un court laps de temps et/ou success ivement 
a des moments eloignes 1 ' un de 1 ' autre . 

Les formules de vaccin selon 1 ' invention, pourront etre 
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administrees dans le cadre de cette methode de vaccination, par- 
ies differences voies d * adminis era t ion proposees dans i'art 
anterieur pour la vaccination pol ynuc leo t idique et au moyen des 
techniques d ( administration connues. On pourra notamment 
utiliser la vaccination par voie intradermique a l'aide d ' un 
in^ecteur par jet Uquide, de preference par jets multiples, et 
en particulier un injecteur utiiisant une tete d 1 injection 
mume de plusieurs trous ou buses, notamment comprenant de 5 a 
6 trous ou buses, tel que l'appareil Pigjec fabnque et 
distribue par la societe Endoscoptic, Laons, France. 

Le volume de dose pour un tel appareii sera reduit de 
preference entre 0,1 et 0,9 ml, en particulier entre 0,2 et 0,6 
ml et avantageusement entre 0,4 et 0,5 ml, le volume pouvant 
etre applique en une ou plusieurs, de preference 2, 
15 applications. 

L ' invention a encore pour objet la methode de vaccination 
consistant a faire une primo-vaccination telle que decnte ci- 
dessus et un rappel avec une formule de vaccin selon 
1' invention. Dans une forme de raise en oeuvre preferee du 
20 procede selon 1* invention, on administre dans un premier temps, 
a I 1 animal, une dose efficace du vaccin de type classique, 
notamment inactive, vivant, attenue ou recombinant, ou encore 
un vaccin de sous-unite de facon a assurer une prime- 
vaccination, et, apres un deiai de preference de 2 a 6 
25 semames, on assure 1 ' admin i s tra t ion du vaccin polyvalent ou 
monovalent selon 1' invention. 

L' invention concerne aussi la methode de preparation des 
formules de vaccin, a savoir la preparation des valences et 
leurs melanges, telle qu'eiie ressort de cette description. 

L* invention va etre maintenant decnte plus en details a 
L'aide de modes de realisation de l 1 invention oris en reference 
aux dessins annexes. 



30 



3 5 
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Liste des sequences SEQ ID N° 





SEQ ID N° 1 : 


Sequence du gene PRV gB (souche NIA3I 




SEQ ID N° 2 : 


Oligonucleotide AB166 
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SEQ ID N° 3 : 


Oligonucleotide AB167 




SEQ ID N° 4 : 


Oligonucleotide AB168 




SEQ IDN°5: 


Oligonucleotide AB169 
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Sequence du gene PRV gD (souche NIA3) 




SEQ ID N° 7 : 


Oligonucleotide PB101 
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SEQ ID N° 8 : 


Oligonucleotide PB102 




SEQ ID N° 9 : 


Oligonucleotide PB107 




SEQ ID N° 10 


Oligonucleotide PB1 08 




SEQ ID N° 11 


Sequence du gene grippe porcine HA {souche H 1 N 1 } 
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Oligonucleotide PB097 


1 5 


SEQ ID N° 13 


Oligonucleotide PB098 




SEQ ID N° 14 


Sequence du gene grippe porcine NP {souche H1N1) 




SEQ ID N° 15 


Oligonucleotide PB095 
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Oligonucleotide PB096 
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: Sequence du g£ne grippe porcine HA {souche H3N2) 


20 


SEQ ID N° 18 


Sequence du gene grippe porcine NP (souche H3N2) 




SEQ ID N° 19 


; Oligonucleotide AB055 




SEQ ID N° 20 


Oligonucleotide AB056 
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Oligonucleotide AB002 
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SEQ ID N° 23 


Oligonucleotide AB1 70 




SEQ ID N° 24 


Oligonucleotide AB1 71 




SEQ ID N° 25 


Oligonucleotide AB172 




SEQ ID N° 26 


Oligonucleotide AB173 




SEQ ID N° 27 


Oligonucleotide AB007 
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SEQ ID N° 28 


Oligonucleotide AB010 




SEQ ID N° 29 


Oligonucleotide AB1 26 




SEQ ID N° 30 . 


Oligonucleotide AB127 
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SEQ ID N° 31 


Oligonucleotide AB1 18 




StQ ID N° 
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: Oligonucleotide AB1 1 9 
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: Oligonucleotide PB174 




SEQ ID N° 
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: Oligonucleotide PB189 
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SEQ ID N° 
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: Oligonucleotide PB1 76 
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: Oligonucleotide PB1 91 
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Oligonucleotide PB192 
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Oligonucleotide PB278 




SEQ ID N° 
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Oligonucleotide PB279 




SEQ ID N° 
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Oligonucleotide PB280 




SEQ ID N° 


44 : 


Oligonucleotide PB307 
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SEQ ID N° 


45 : 


Oligonucleotide PB303 




SEQ ID N° 
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Oligonucleotide PB306 




SEQ ID N° 
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Oligonucleotide PB304 




SEQ ID N° 
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Oligonucleotide PB305 
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EXEMPLES 

Exemple 1 : Culture des virus 

Les virus sont cultives sur le systeme cellulaire approprie jusqu'a obtention d'un 
effet cytopathique. Les systemes cellulaires a utiliser pour chaque virus sont 

5 bien connus de I'homme du metier. Brievement, des cellules sensibles au virus 
utilise, cultivees en milieu minimum essentiel de Eagle (milieu "MEM} ou un 
autre milieu approprie, sont inoculees avec ia souche virale etudiee en utilisant 
une multiplicity d'infection de 1, Les cellules infectees sont alors mcubees a 
37°C pendant le temps necessaire a I'apparition d'un effet cytopathique 

0 complet (en moyenne 36 heures), 

Exemple 2 : Culture des bacteries et extraction de I'ADN bacterien 

Les souches d' Actinobacillus pleuropneumonias ont ete cultivees comme decrit 
par A. Rycroft et al. (J. Gen. Microbiol. 1991. 137. 561-5681. L'ADN de haut 
5 poids moleculaire (ADN chromosomique) a et<§ prepare selon les techniques 
standards decrttes par J. Sambrook et aL [Molecular Cloning: A Laboratory 
Manual, 2 nd Edition. Cold Spring Harbor Laboratory. Cold Spring Harbor. New 
York. 1989). 



Exemple 3 : Extraction des AONs genomiques viraux: 

Apres culture, le surnageant et les cellules lysees sont recoitees et la totalite de 
ia suspension virale est centrifugee a 1000 g pendant 10 minutes a -t- 4°C 
pour eliminer les debris cellulaires. Les particules virales sont alors recoitees par 
ultracentrifugation a 400000 g pendant 1 heure a + 4°C. Le cuiot est repris 
dans un volume minimum de tampon (Tris 10 mM, EDTA 1 mM; pH 8,0). Cette 
suspension virale concentree est traitee par la proteinase K (1 00 PQ(m\ final) en 
presence de sodium dodecyi sulfate (SDS) (0,5% final) pendant 2 heures a 
37°C. L'ADN viral est ensuite extrait avec un melange de phenol/chloroforme, 
puis precipite avec 2 volumes d'ethanol absolu. Apres une nuit a - 20°C, I'ADN 
est centrifuge a 10000 g pendant 15 minutes a + 4°C. Le cuiot d' ADN est 
seche, puis repris dans un volume minimum d'eau ultrapure sterile. II peut alors 
etre digere par des enzymes de restriction. 
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Exemple 4 : Isolement des ARNs genomiques viraux 

Les virus a ARN ont et<§ purifies selon les techniques bien connues de I'homme 
du metier. L' ARN viral genomique de chaque virus a ete ensuite isole en 
5 utilisant la technique detraction "thiocyanate de guanidium/phenol- 
chloroforme" decrrte par P. Chomczynski et N. Sacchi (Anal. Biochem. 1987. 
162. 156-159}. 

Exemple 5 : Techniques de bioiogie mofecufaire 

10 Toutes les constructions de plasmides ont ete realisees en utilisant les 
techniques standards de bioiogie moteculaire decrites par J. Sambrook et af. 
{Molecular Cloning: A Laboratory Manual. 2 nd Edition. Cold Spring Harbor 
Laboratory. Cold Spring Harbor. New York. 1989). Tous les fragments de 
restriction utilises pour la presente invention ont ete isoles en utilisant le kit 

15 "Geneclean" {810101 Inc. La Jotla, CA). 

Exempie 6 : Technique de RT-PCR 

Des oligonucleotides specifiques (comportant a leurs extremites 5' des sites de 
restriction pour faciliter le clonage des fragments amplifies) ont ete synthetises 

20 de telle facon qu'ils couvrent entierement les regions codantes des genes 
devant Stre amplifies (voir exemples specifiques). La reaction de transcription 
inverse (RT) et I'amplification en chaine par polymerase (PCR) ont ete 
effectu^es selon les techniques standards (J. Sambrook et al. (Molecular 
Cloning: A Laboratory Manual, 2 nd Edition. Cold Spring Harbor Laboratory. Cold 

25 Spring Harbor. New York. 1989). Chaque reaction de RT-PCR a ete faite avec 
un couple d'amplimers specifiques et en prenant comme matrice TARN 
genomique viral extrait. L'ADN complementaire amptifie a ete extrait au 
phenol/chloroforme/alcool isoamylique (25:24:1) avant d'etre digere par les 
enzymes de restriction. 

30 

Exempl 7 : plasmide pVR1012 

Le plasmide pVR1012 (Figure N° 1) a ete obtenu aupres de Vicai Inc. San 
FEUILLE DE ^EMPLACEMENT (REGLE 26) 
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Diego, CA, USA. Sa construction a ete decrite dans J. Hartikka et al. (Human 
Gene Therapy. 1996. 7. 1205-1217). 



Exemple 8 : Construction du plasmide pAB090 (gene PRV gB) 

5 Le plasmide pPR2.15 (M. Riviere et al. J. ViroL 1992. 66. 3424-34^4) a ete 
digere avec Apa\ et Nae\ pour liberer un fragment Apal-Nael de 2665 pb 
(fragment A) contenant le gene codant pour la glycoproteins gB du virus de la 
maladie d'Aujeszky (Souche NIA3} (Figure N° 2 et SEQ ID N° 1), 
Par hybridation des 2 oligonucleotides suivants: 
10 AB1 66 (33 mer) (SEQ ID N° 2) 

5'GATGCCCGCTGGTGGCGGTCTTTGGCGCGGGCC 3' 
AB167 (33 mer) (SEQ ID N° 3) 

5'ACGTCTACGGGCGACCACCGCCAGAAACCGCGC 3' 

un fragment de 33 pb contenant la sequence du gene gD, du codon initial ATG 
1 5 jusqu'au site Apal a ete reconstitue, avec creation d'un site Pstl en 5' (fragment 
B). 

Par hybridation des 2 oligonucleotides suivants: 
AB168 (45 mer) {SEQ ID N° 4) 

5'GGCACTACCAGCGCCTCGAGAGCGAGGACCCCGACGCCCTGTAGG 3' 
20 AB169 (49 mer) (SEQ ID N° 5) 

5'GATCCCTACAGGGCGTCGGGGTCCTCGCTCTCGAGGCGCTGGTAGTGCC 3' 
un fragment de 45 pb contenant la sequence du gene gD, du site Nael au 
codon stop TAG a ete reconstitue, avec creation d'un site BamHI en 3' 
(fragment C). 

25 Les fragments A, B et C ont 6t6 ligatures ensemble dans le vecteur pVR1012 
(exemple 7), prealabiement digere par Pst\ et BamH\, pour donner le plasmide 
PAB090 (7603 pb) (Figure N° 3). 

Exemple 9 : Construction du plasmide pPB098 (gene PRV gD) 

30 Le plasmide pPR29 (M. Riviere et aL J. Virol. 1992. 66. 3424-3434) a ete 
digere par Sa/I et BglW pour liberer un fragment Sall-Bglll de 71 1 pb (fragment 
A) contenant la partie 3' du gene codant pour la glycoprdteine gD du virus de 
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ia maladie d'Aujeszky (Souche NIA3) (Figure N° 4 et SEQ ID N° 6). 
Le plasmide pPR29 a ete digere par £co47lfl et SaA pour Iiberer un fragment 
Eco47ill-Sall de 498 pb contenant la partie 5' du gene codant pour i a 
glycoproteins gD du virus de ia mafadie d'Aujeszky (Souche NIA3) (fragment 
5 B). 

Par hybridation des 2 oligonucleotides suivants: 

PB101 (15 mer) (SEQ ID N° 7) 

5'GATGCTGCTCGCAGC 3' 
PB102 (19 mer) (SEQ ID N° 8} 
10 5'GCTGCGAGCAGCATCTGCA 3' 

un fragment de 1 5 pb contenant la sequence 5' du gene gD, du codon initial 
ATG jusqu'au site Eco47HI a ete reconstitue, avec creation d'un site Pstl en 5' 
(fragment C). 

Apres purification, les fragments A, B et C ont <§te ligatures ensemble dans le 
15 vecteur pVR1012 (exempie 7), prealablement digere" par Pstl et BgfU, pour 
donner le plasmide pPB098 (6076 pb) (Figure N° 5). 

Exempie 10 : Construction du plasmide pPB143 (gene Grippe porcine HA 
souche H1N1) 

20 Une reaction de RT-PCR selon la technique decrite dans I'exemple 6 a ete 
realisee avec TARN glnomique du virus de la grippe porcine (souche SIV H1 N1 
"SW"), prgpar* selon la technique decrite dans I'exemple 4, et avec les 
oligonucleotides suivants: 
PB107 (32 mer) (SEQ ID N° 9) 

25 5'GTTCTGCAGCACCCGGGAGCAAAAGCAGGGGA 3' 
PB108 (33 mer) (SEQ ID N° 10) 

5'ATTGCGGCCGCTAGTAGAAACAAGGGTGTTTTT 3' 

en vue d'isoler pr<§cis£ment le gene codant pour la proteine HA du SIV H1N1 
(Figure N° 6 et SEQ ID N° 11) sous la forme d'un fragment PCR de 1803 pb. 
30 Apres purification, ce fragment a ete ligature avec le vecteur PCRil-direct 
(Invitrogen Reference K2000-01), pour donner le vecteur pPB137 (5755 pb). 
Le vecteur pPB137 a ete digere par £coRV et Aforf pour Iiberer un fragment 
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EcoRV-Notl de 1820 pb contenant le gene HA. Ce fragment a ensuite ete 
tigature dans ie vecteur pVR 1 01 2 (exemple 7), prealabiement digere par £coRV 
et Not\, pour donner le plasmide pPB143 (6726 pb) (Figure N° 7). 

5 Exemple 11 : Construction du plasmide pPB142 (gene Grippe porcine NP 
souche H1N1) 

Une reaction de RT-PCR selon la technique decrite dans I'exempie 6 a ete 
realisee avec I' ARN genomique du virus de ia grippe porcine (souche SiV H 1 N 1 
"SW"), prepare selon ia technique decrite dans I'exempie 4, et avec les 
10 oligonucleotides suivants; 

PB097 (36 mer} (SEQ ID N° 12) 

5'CCGGTCGACCGGGATAATCACTCACTGAGTGACATC 3' 
PB098 (33 mer) (SEG ID N° 1 3) 

5'TTGCGGCCGCTGTAGAAACAAGGGTATTTTTCT 3' 
1 5 en vue d'isoler precisement le gene codant pour la proteine NP du SIV H 1 N 1 
(Figure N° 8 et SEQ ID N° 14) sous la forme d'un fragment Sall-Noth Apres 
purification le produit de RT-PCR de 1566 pb a ete ligature avec le vecteur 
PCRII-direct (Invitrogen Reference K2000-01 ), pour donner le vecteur pPBI 27 
(5519 pb). 

20 Le vecteur pPB127 a ete digere par Sa/\ et Not\ pour liberer un fragment Sall- 
Notl de 1 560 pb contenant le gene NP. Ce fragment a ensuite ete ligature dans 
le vecteur pVR1012 (exemple 7), prealablement digere par Sa/i et Not\, pour 
donner le plasmide pPB142 (6451 pb) (Figure N° 9). 

25 Exemple 12 : Construction du plasmide pPB144 (gene Grippe porcine HA 
souche H3N2) 

Une reaction de RT-PCR selon la technique decrite dans I'exempie 6 a ete 
realisee avec TARN genomique du virus de !a grippe porcine (souche SIV H3N2 
Cotes du Nord 1987), prepare seion la technique decrite dans I'exempie 4, et 
30 avec les oligonucleotides suivants: 
PB095 (31 mer) (SEQ ID N° 15) 
5'GTTCTGCAGGCAGGGGATAATTCTATCAACC 3' 
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PB096 {36 mer) (SEQ ID N° 16} 

5'TTGCGGCCGCAAGGGTGTTTTTAATTACTAATATAC 3' 
en vue d'isoler precisement le gene codant pour la proteine HA du SIV H3N2 
(Figure N° 1 0 et SEQ ID N° 1 7) sous la forme d'un fragment Pstl-Noti. Apres 
5 purification, le produit de RT-PCR de 1765 pb a ete ligature avec le vecteur 
PCRII-direct (Invitrogen Reference K2000-01 ) pour donner le vecteur pPB1 20 
(5716 pb). 

Le vecteur pPBI 20 a ete digere" par Not! pour liberer un fragment Nott-Notl de 
1797 pb contenant le gene HA. Ce fragment a ensutte ete ligature dans le 
10 vecteur pVR1012 (exemple 7), prealablement digere par A/orl, pour donner le 
plasmide pPB144 (6712 pb) contenant le gene HA H3N2 dans I'orientation 
correcte par rapport au promoteur (Figure N° 11). 

Exemple 13 : Construction du plasmide pPB132 (gene Grippe porcine NP 
15 souche H3N2) 

Une reaction de RT-PCR selon la technique decrite dans I'exempie 6 a ete 
realisee avec I'ARN genomique du virus de la grippe porcine (souche SIV H3N2 
Cotes du Nord 1987), prepare seion la technique decrite dans I'exempie 4, et 
avec les oligonucleotides suivants: 
20 PB097 (36 mer) (SEQ ID N° 1 2) 

5'CCGGTCGACCGGGATAATCACTCACTGAGTGACATC 3' 
PB098 (33 mer} (SEQ ID N° 1 3) 

5'TTGCGGCCGCTGTAGAAACAAGGGTATTTTTCT 3' 

en vue d'isoler precisement le gene codant pour la proteine NP du SIV H3N2 
25 (Figure N° 1 2 et SEQ ID N° 18) sous la forme d'un fragment Sall-Notl. Apres 
purification le produit de RT-PCR de 1564 pb a ete ligature avec le vecteur 
PCRU-direct (Invitrogen Reference K2000-01) pour donner le vecteur pPB123 
(5485 pb}. 

Le vecteur pPB123 a et6 digere par Sa/I et Not\ pour liberer un fragment Sail- 
30 Notl de 1 558 pb contenant le gene NP. Ce fragment a ensuite ete ligature dans 
le vecteur pVR1012 (exemple 7), prealablement digere par Sa/I et Not\, pour 
donner le plasmide pPBl32 (6449 pb) (Figure N° 1 3Y. . 
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Exemple 14 : Construction du plasm/de pAB025 (gene PRRSV ORF5) souche 
Lelystad. 

Une reaction de RT-PCR selon la technique decrite dans I'exemple 6 a ete 
realisee avec TARN genomique du virus PRRSV (Souche Lelystad} (J. 
5 Meulenberg era/. Virology. 1993. 19. 62-72}, prepare selon la technique 
decrite dans I'exemple 4, et avec les oligonucleotides suivants: 
AB055 (34 mer) (SEQ ID N° 19} 

5'ACGCGTCGACAATATGAGATGTTCTCACAAATTG 3' 
AB056 (33 mer) (SEQ ID N° 20} 

10 5'CGCGGATCCCGTCTAGGCCTCCCATTGCTCAGC 3' 

en vue d'isoler precisement le gene "ORF5" codant pour la giycoproteine 
d'enveloppe E (gp25) du virus PRRS souche Lelystad. Apres purification, ie 
produit de RT-PCR de 630 pb a ete digere par Sa/\ et 8amH\ pour isoler un 
fragment Sall-BamHI de 617 pb. Ce fragment a ete ligature avec le vecteur 

15 pVR1012 (exemple 7), prealabiement digere avec Sa/l et BamH\ t pour donner 
le plasmide pAB025 (5486 pb} (Figure N° 14). 

Exemple 15 : Construction du plasmide pAB001 PRRSV ORF5 souche USA 

Une reaction de RT-PCR selon la techique decrite dans I'exemple 6 a ete 
20 realisee avec I'ARN genomique du virus PRRSV (Souche ATCC-VR2332) (M. 

Murtaugh et a/. Arch Virol. 1995. 140. 1451-1460), prepare selon la technique 

decrite dans I'exemple 4, et avec les oligonucleotides suivants: 

AB001 (30 mer) (SEQ ID N° 21) 

5'AACTGCAGATGTTGGAGAAATGCTTGACCG 3' 
25 AB002 (30 mer) (SEQ ID N° 22) 

5'CGGGATCCCTAAGGACGACCCCATTGTTCC 3' 

en vue d'isoler precisement le gene codant pour la giycoproteine d'enveloppe 
E ( M gp25 M ) du virus PRRS souche ATCC-VR2332. Apres. purification, le produit 
de RT-PCR de 620 pb a ete digere par Psti et BamH\ pour isoler un fragment 
30 Psti-BamHI de 606 pb. Ce fragment a ete ligature avec le vecteur pVR1012 
(exemple 7), prealabiement digere avec Pst\ et BamH\ t pour donner le plasmide 
pABOOl (5463 pb) (Figure N° 15). 
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Exemple 16 : Construction du plasmide pAB091 (gene PPRSV ORF3) souche 
Lelystad. 

Une reaction de RT-PCR seJon la technique decrite dans I'exemple 6 a ete 
realisee avec i'ARN genomique du virus PRRSV (Souche Lelystad) (J. 
5 Meuienberg et aL Virology. 1993. 19. 62-72), prepare selon la technique 
decrite dans I'exemple 4, et avec les oligonucleotides suivants: 
AB170 (32 mer) (SEQ ID N° 23) 

5'AAACTGCAGCAATGGCTCATCAGTGTGCACGC 3' 
AB171 (30 mer) (SEQ ID N° 24) 

10 5'CGCGGATCCTTATCGTGATGTACTGGGGAG 3' 

en vue d'isoler precisement le gene "ORF3" codant pour Ja glycoproteine 
d'enveloppe , 'gp45" du virus PRRS souche Lelystad. Apres purification, le 
produit de RT-PCR de 818 pb a ete digere par Pst\ et BamH\ pour isoler un 
fragment Pstl-BamHI de 802 pb. Ce fragment a ete ligature avec ie vecteur 

1 5 pVRTOI 2 (exemple 7), prealablement digere avec Pst\ et BamH\, pour donner 
le plasmide pAB091 (5660 pb) (Figure N° 16). 

Exemple 17 ; Construction du plasmide pAB092 (gene PPRSV ORF3 souche 
USA. 

20 Une reaction de RT-PCR selon la technique decrite dans I'exemple 6 a ete 
realisee avec I'ARN genomique du virus PRRSV (Souche ATCC-VR2332) (M. 
Murtaugh eta/. Arch Virol. 1995. 140. 1 451-1 460), prepare selon la technique 
decrite dans I'exemple A, et avec les oligonucleotides suivants: 
AB1 72 (32 mer) (SEQ ID N° 25) 

25 5'AAACTGCAGCAATGGTTAATAGCTGTACATTC 3' 
AB173 (32 mer) (SEQ ID N° 26) 

5'CGCGGATCCCTATCGCCGTACGGCACTGAGGG 3' 

en vue d'isoler precisement le gene "ORF3" codant pour la glycoproteine 
d'enveoppe M gp45" du virus PRRS souche ATCC-VR2332. Apres purification, 
30 le produit de RT-PCR de 785 pb a ete digere par Pst\ et 8amH\ pour isoler un 
fragment Pstl-BamHI de 769 pb. Ce fragment a ete ligature avec le vecteur 
pVR1012 (exempl 7), prealablement digere avec Pst\ et B'amH\, pour donner 
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!e plasmide pAB092 (5627 pb) (Figure N° 17). 

Exempte 18 : Construction du plasmide pAB004 (gene Parvovirus porcin VP2). 
Une reaction RT-PCR seion la technique decrite dans I'exemple 6 a ete realisee 
5 avec I'ARN genomique du parvovirus porcin {Souche NADL2) (J 
Vasudevacharya et a/. Virology. 1990. 178. 611-616), prepare selon fa 
technique decrite dans I'exemple 4, et avec les oligonucleotides suivants: 
A8007 (33 mer) (SEQ ID N° 27) 

5' AAA ACTGCAGAATGAGTGAAAATGTGGA ACAAC 3' 
10 AB010 (33 mer) (SEQ ID N° 28) 

5'CGCGGATCCCTAGTATAATTTTCTTGGTATAAG 3' 

pour amplifier un fragment de 1757 pb contenant ie gene codant pour la 
proteine VP2 du parvovirus porcin. Apres purification ie produitde RT-PCR a ete 
digere par Pst\ et BamH\ pour donner un fragment Pstl-BamHI de 1 740 pb. 
1 5 Ce fragment a ete ligature avec ie vecteur pVR1 01 2 (exemple 7), prealablement 
digere avec Pst\ et BamH\, pour donner Ie plasmide pAB004 (6601 pb) (Figure 
N° 18). 

Exemple 19 : Construction du plasmide pAB069 (gene Peste porcine HCV ED. 
20 Une reaction RT-PCR selon la technique decrite dans I'exemple 6 a ete realisee 
avec I'ARN genomique du virus de la peste porcine (Hog Cholera Virus) (HCV) 
(Souche Aifort) (G. Meyers et aL, Virology. 1989. 171. 1 8-27), prepare selon 
la technique decrite dans I'exemple 4, et avec les oligonucleotides suivants: 
AB126 (36 mer) (SEQ ID N° 29) 

25 5'ACGCGTCGACATGAAACTAGAAAAAGCCCTGTTGGC 3' 
AB127 (34 mer) (SEQ ID N° 30) 

5'CGCGGATCCTCATAGCCGCCCTTGTGCCCCGGTC 3' 

pour isoier la sequence codant pour la proteine E1 du virus HCV sous la forme 
d'un fragment RT-PCR de 1 363 pb. Apres purification, ce fragment a ete digere 
30 par Sa/\ et BamH\ pour donner un fragment Sall-8amHI de 1349 pb. 

Ce fragment a ete ligature avec Ie vecteur pVR1 01 2 (exemple 7), prealablement 
digere avec SaA et BamH\, pour donner Ie plasmide p'A80*69 (6218 pb) (Figure 
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N° 19). 

Exemple 20 : Construction du plasmide P AB061 (gene Peste porcine HCV E2) 
Une reaction RT-PCR seion la technique decrite dans I'exemple 6 a ete realisee 
5 avec I' ARN genomique du virus de la peste porcine (Hog Cholera Virus) (HCV) 
(Souche Alfort) (G. Meyers eta/,, Virology. 1989. 171. 18-27}, prepare selon 
la technique decrite dans 1'exemple 4, et avec les oligonucleotides suivants: 
AB118 (36 mer) (SEQ ID N° 31) 

5'ACGCGTCGACATGTCAACTACTGCGTTTCTCATTTG 3' 
10 AB1 19 (33 mer) (SEQ ID N° 32) 

5'CGCGGATCCTCACTGTAGACCAGCAGCGAGCTG 3' 

pour isofer la sequence codant pour la proteine E2 du virus HCV sous la forme 
d'un fragment RT-PCR de 1 246 pb. Apres purificat.on, ce fragment a ete digere 
par Sa/\ et SamHl pour donner un fragment Sall-BamHI de 1232 pb. Ce 
15 fragment a ete ligature avec le vecteur pVR1012 (exemple 7), preaiabiement 
digere avec Sal\ et BamH\ t pour donner le plasmide pAB061 {6101 pb) (Figure 
N° 20). 

Exemple 21 : Construction du plasmide pPB162 (gene Actinobacillus 
20 pleuropneumonias apxl delet6). 

Le gene apxl 6' Actinobaciflus pleuropneumonias a ete clone de facon a deleter 
la region en acides amines hche en glycine (impliquee dans la fixation de Hon 
calcium) comprise entre les acides amines 719 et 846. 

Une reaction de PCR a et£ realisee avec I'ADN genomique d' Actinobacillus 
25 pleuropneumoniae (Serotype 1 ) (J. Frey et aL, infect. Immun. 1 99 K 59. 3026- 
3032), prepare selon la technique decrite dans les exemples 2 et 3, et avec les 
oligonucleotides suivants: 
PB174 (32 mer) (SEQ ID N° 33) 

5'TTGTCGACGTAAATAGCTAAGGAGACAACATG 3' 
30 PB189 (29 mer) (SEQ ID N° 34) 

5'TTGAATTCTTCTTCAACAGAATGTAATTC 3' 

pour amplifier la partie 5' du gene apxl codant pour la-prdteine hemolysine I d' 
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Actinobaciflus pleuropneumoniae. sous la forme d'un fragment Safl-EcoRf. 
Apres purification, ie produit de PCR de 2193 pb a ete digere par Sail et EcoRl 
pour isoler un fragment Sall-EcoRI de 2183 pb (fragment A). 
Une reaction de PCR a ete reaiisee avec I'ADN g^nomique d' Actinobaciflus 
5 pleuropneumoniae (Serotype 1) {J. Freyera/., Infect. Immun. 1991. 59. 3026- 
3032) et avec les oligonucleotides suivants: 
PB190 (31 mer) (SEQ ID N° 35) 

5'TTGAATTCTATCGCTACAGTAAGGAGTACGG 3' 

PB175 (31 mer) (SEQ ID N° 36) 
10 5'TTGG ATCCGCTATTTATCATCTAAAAATAAC 3' 

pour amplifier la partie 3' du gene apxl codant pour la proteine hemoiysine I d' 

Actinobaciflus pleuropneumoniae, sous la forme d'un fragment EcoRI-BamHI. 

Apres purification, le produit de PCR de 576 pb a 6te* digere par EcoRI et BamH\ 

pour isoler un fragment EcoRI-BamHI de 566 pb (fragment B). Les fragments 
15 A et B ont ete ligatures ensemble avec le vecteur pVR1012 (exemple 7), 

prealablement digere avec Sal\ et BamH\, pour donner le plasmide pPB162 

(7619 pb) (Figure N° 21). 

Exemple 22 : Construction du plasmide pPB163 (gene Actinobaciilus 
20 pleuropneumoniae apxl! d6l£t6). 

Le gene apxl I d' Actinobaciilus pleuropneumoniae a et6 clone de facon a deleter 
la region en acides amines riche en glycine (impliquee dans ia fixation de Hon 
calcium) comprise entre les acides amines 716 et 813. 

Une reaction de PCR a ete reaiisee avec I'ADN genomique d' Actinobaciilus 
25 pleuropneumoniae (Serotype 9) (M. Smits era/., Infection and Immunity. 1 991 . 
59. 4497-4504), prepare selon la technique decrite dans les exemptes 2 et 3, 
et avec les oligonucleotides suivants: 
PB176 (31 mer) (SEQ ID N° 37) 

5'TTGTCGACGATCAATTATATAAAGGAGACTC 3' 
30 PB191 (30 mer) (SEQ ID N° 38) 

5'TTGAATTCCTCTTCAACTGATTTGAGTGAG 3' 

pour amplifier la partie 5' du gene apxll codant pour Ta. protein hemoiysine II 
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d' Actinobacillus pleuropneumonias, sous la forme d'un fragment Sall-EcoRl. 
Apres purification, le produit de PCR de 2190 pb a ete digere par Sail et EcoRl 
pour isoler un fragment Sall-EcoRl de 2180 pb (fragment A). 
Une reaction de PCR a ete realisee avec I'ADN genomique d'Actinobaciilus 
5 pleuropneumoniae (Serotype 9) (M, Smits etaL, infection and Immunity. 1991 
59. 4497-4504) et avec les oligonucleotides suivants: 
PB192 (29 mer) (SEQ ID N° 39) 

5'TTGAATTCGTAAATCTTAAAG ACCTCACC 3' 
PB177 (30 mer) (SEQ ID N° 40) 

10 5'TTGGATCCACCATAGGATTGCTATGATTTG 3' 

pour amplifier la partie 3' du gene apxll codant pour la proteine hemolysine II 
d' Actinobaciilus pleuropneumonias, sous la forme d'un fragment EcoRI-BamHI. 
Apres purification, le produit de PCR de 473 pb a ete dige>e par £coRI et 8amH\ 
pour isoler un fragment EcoRI-BamHI de 463 pb (fragment B). 

15 Les fragments A et B ont ete ligatures ensemble avec ie vecteur pVR10!2 
(exemple 7), prealablement digere avec Sa/\ et BamH\, pour donner Je plasmide 
pPB163 (7513 pb) (Figure N° 22). 

Exemple 23 : Construction des plasmides pPB174\ pPB189 et pPB190 (gene 
20 Ac tinobaciUus pleuropneumoniae a p x 1 1 1 d 61 e 1 6 ). 

Premier exemple de d6!6tion dans Axlll (plasmide pPB174') : 

Le gene apxlll d'Actinobaciilus pleuropneumoniae a ete clone de facon a deleter 

la region en acides amines riche en glycine (impliquee dans la fixation de I'ion 

25 calcium) comprise entre les acides amines 733 et 860. 

Une reaction de PCR a ete realisee avec I'ADN genomique d' Actinobacillus 
pleuropneumoniae (Serotype 8) (M. Smits 1992. N° d'acces sequence Genbank 
= X68815), prepare selon la technique decrite dans les exemples 2 et 3, et 
avec les oligonucleotides suivants: 

30 PB278 (30 mer) (SEQ ID N° 41) 

5'TTTGTCGACATGAGTACTTGGTCAAGCATG 3* 
PB279 (29 mer) (SEQ ID N° 42) 
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5'TTTATCG ATTCTTCTACTG AATGTAATTC 3' 

pour amplifier la partie 5' du gene apxlll (codant pour la protetne hemolysine III 
d' Actinobaciffus pleuropneumoniae) sous la forme d'un fragment Sall-ClaL 
Apres purification, le produit de PCR de 2216 pb a ete digere par Sa/l et C/ai 
5 pour isoler un fragment Sall-Clai de 2205 pb (fragment A). 

Une reaction de PCR a ete realisee avec I'ADN genomique d' Actinobacilius 
p/europneumon/ae {Serotype 8) (M. Smits. 1992. N° d'acces sequence 
Genbank = X68815) et avec les oligonucleotides suivants: 
PB280 (33 mer) (SEG ID N° 43) 
10 5'TTTATCGATTTATGTTTATCGTTCCACTTCAGG 3' 
P3307 (32 mer) (SEQ ID N° 44) 

5'TTGGATCCTTAAGCTGCTCTAGCTAGGTTACC 3' 

pour amplifier la partie 3' du gene apxlll (codant pour la proteine hemolysine Hi 
d' Actinobacilius p/europneumon/ae) sous la forme d'un fragment Clal-BamHI. 
1 5 Apres purification, le produit de PCR de 596 pb a ete digere par C/al et 8amH) 
pour isoler un fragment Clal-BamHI de 583 pb (fragment B). 
Les fragments A et B ont ete ligatures ensemble avec le vecteur pVR1012 
(exemple 7); preaiablement diger£ avec Sa/l et BamH\, pour donner le plasmide 
pPB174' (7658 pb) (Figure N° 23). 

20 

Deuxieme exemple de deletion dans Apxlll (plasmide pPB189) : 
Le gene apxlll d' ' Actinobac/Ifus pteuropneumoniae a ete clone de facon a deleter 
la region en acides amines riche en glycine (impliquee dans la fixation de Tion 
calcium) comprise entre les acides amines 705 et 886. 

25 Une reaction de PCR a ete realisee avec I'ADN genomique d'Actinobaci//us 
p/europneumoniae (Serotype 8) (M. Smtts. 1992. N° d'acces sequence 
Genbank = X68815), prepare selon la technique decrite dans les exemples 2 
et 3, et avec les oligonucleotides suivants: 
PB278 (30 mer) (SEQ ID N° 41) 

30 5'TTTGTCGACATGAGTACTTGGTCAAGCATG 3' 
PB303 (32 mer) (SEQ ID N° 45) 

5'TTTATCGATTTCTTCACGTTTACCAACAGCAG 3' 
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pour amp.ifier la partie 5' du gene apxll, (codant pour la prote.ne hemolysine III 
d' Actinobacillus pleuropneumonia* sous la forme d'un fragment Sall-Clal 
Apres purificat,on. le produit de PCR de 2133 pb a ete digere par Sail et C/a. 
pour isoler un fragment Sall-Clal de 2122 pb (fragment A). 
5 Une react.on de PCR a ete realise avec I'ADN genomique * Actinobacillus 
pleuropneumoniae (Serotype 8) (M. Smits. 1992. N° d'acces sequence 
Genbank = X68815) et avec les oligonucleotides suivants: 
PB306 (31 mer) (SEQ ID N° 46) 

5'TTTATCGATTCTGATTTTTCCTTCGATCGTC 3' 
10 PB307 (32 mer) (SEQ ID N° 44) 

5'TTGGATCCTTAAGCTGCTCTAGCTAGGTTACC 3' 

pour amplifier la partie 3' du gene apxlll (codant pour la proteine hemolysine III 
d' Actinobacillus pleuropneumoniae) sous la forme d'un fragment Clal-BamHI. 
Apres purification, le produit de PCR de 518 pb a ete digere par Cla\ et BamH\ 
1 5 pour isoler un fragment Clal-BamHI de 506 pb (fragment B). 

Les fragments A et B ont ete ligatures ensemble avec le vecteur pVR1012 
(exemple 7). prealabfement digere avec Sal\ exBamHl pour donner le plasmide 
PPB1 89 (7496 pb) (Figure N° 24). 

20 Troisieme exemple de deletion dans Apxlll (plasmide pPB190) : 

Le gene apxlll d' Actinobacillus pleuropneumoniae a ete clone de facon a deleter 
la region en acides amines riche en glycine (impliquee dans la fixation de I'ion 
calcium) comprise entre les acides amines 718 et 876. 

Une reaction de PCR a ete realisee avec I'ADN genomique d' Actinobacillus 
25 pleuropneumoniae (Serotype 8) (M. Smits. 1992. N° d'acces sequence 
Genbank = X68815), prepare selon la tecnique decrite dans les exemples 2 et 
3, et avec les oligonucleotides suivants: 
PB278 (30 mer) (SEQ ID N" 41) 

5'TTTGTCGACATGAGTACTTGGTCAAGCATG 3' 
30 PB304 (33 mer) (SEQ ID N° 47) 

5'TTTATCGATACCTGATTGCGTTAATTCATAATC 3' 

pour amplifier la partie 5' du gene apxlll (codant pour laproteine-hemolys.ne 111 
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d' Actinobaciilus pleuropneumoniae) sous la forme d'un fragment Sail-Clal. 

Apres purification, le produit de PGR de 2172 pb a ete digere par Sail et Cla\ 

pour isoler un fragment Sall-Ctal de 2161 pb (fragment A). 

Une reaction de PGR a ete realisee avec I'ADN genomique d' Actinobaciilus 
5 pieuropneumoniae {Serotype 81 (M. Smits. 1992. N° d'acces sequence 

Genbank = X68815) et avec ies oligonucleotides suivants: 

PB305 {31 mer) {SEQ ID N° 48} 

5TTTATCGATAAATCTAGTGATTTAGATAAAC 3' 

PB307 (32 mer) (SEQ ID N° 44) 
10 5'TTGGATCCTTAAGCTGCTCTAGCTAGGTTACC 3' 

pour amplifier la partie 3' du gene apxlli {codant pour ia proteine hemoiysine III 

d' Actinobaciilus pleuropneumoniae) sous la forme d'un fragment Clal-BamHi. 

Apres purification, le produit de PCR de 548 pb a ete digere par Cla\ et BamH\ 

pour isoier un fragment Clai-BamHl de 536 pb {fragment B). 
15 Les fragments A et B ont 6te ligatures ensemble avec le vecteur pVR1012 

(exemple 7), prealablement digere" avec Sat\ et BamH\, pour donner le plasmide 

pPB190 (7565 pb) (Figure N° 25). 

Exemple 24 : Preparation et purification des plasmides 

20 Pour la preparation des plasmides destines a la vaccination des animaux, on 
peut utiliser toute technique permettant d'obtenir une suspension de plasmides 
purifies majoritairement sous forme superenroulee. Ces techniques sont bien 
connues de I'homme de Tart. Oh peut citer en particulier ia technique de lyse 
aicaline suivie de deux ultracentrifugations successives sur gradient de chlorure 

25 de cesium en presence de brornure d'ethidium telle que decrite dans J. 
Sambrook et al. {Molecular Cloning: A Laboratory Manual. 2 nd Edition. Cold 
Spring Harbor Laboratory. Cold Spring Harbor. New York. 1989). On peut se 
referer egaiement aux demandes de brevet PCT WO 95/21250 et PCT WO 
96/02658 qui decrivent des methodes pour produire a I'echelle industrielle des 

30 plasmides utilisabtes pour Ia vaccination. Pour les besoms de la fabrication des 
vaccins (voir exemple 1 7), les plasmides purifies sont resuspendus de maniere 
a obtentr des solutions a haute concentration ( > 2 mg/mi)- compatibles avec 
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le stockage. Pour ce faire. les piasrnides sont resuspendus soit en eau ultrapure, 
soit en tampon TE (Tris-HCI 10 rnM; EDTA 1 mM, pH 8,0). 

Exemple 25 : Fabrication des vaccins associes 
5 Les divers piasrnides necessaires a la fabrication d'un vaccin associe sont 
melanges a partir de leurs solutions concentrees fexemple 16). Les melanges 
sont realises de telle maniere que la concentration finale de chaque plasmide 
corresponde a la dose efficace de chaque plasmide. Les solutions utilisabies 
pour ajuster la concentration finale du vaccin peuvent etre soit une solution 
10 NACI a 0,9 % , soit du tampon PBS. 

Des formulations particuiieres telles que les liposomes, les lipides cationiques, 
peuvent aussi etre mises en oeuvre pour la fabrication des vaccins. 

Exemple 26 : Vaccination des pores 
15 Les pores sont vaccinas avec des doses de 100 //g, 250 yg ou 500 fjq par 
plasmide. 

Les injections peuvent etre realises a I'aiguille par voie intramusculaire. Dans 

ce cas, les doses vaccinales sont administrates sous un volume de 2 ml. 

Les injections peuvent etre realisees par voie intradermique en utilisant un 

20 appareil d'injection a jet liquide (sans aiguille) delivrant une dose de 0,2 ml en 
5 points (0,04 ml par point d'injection) (par exemple, appareil "PIGJET"). Dans 
ce cas, les doses vaccinales sont administrees sous des volumes de 0,2 ou 0,4 
ml, ce qui correspond respectivement a une ou a deux administrations. Lorsque 
deux administrations successives sont pratiquees au moyen de Tappareil 

25 PIGJET, ces administrations sont realisees de maniere decalee, de facon a ce 
que les deux zones d'injection soient separees I'une de I'autre par une distance 
d'environ 1 a 2 centimetres. 
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REVTSND I CAT I ONS 

1. Formule de vaccin porcin contre La pathologie 
respiratoire ec/ou de reproduction des pores, comprenant au 
moins 3 valences de vaccin polynucleot idique comprenant chacune 
un plasmide integrant, de maniere a exprimer in vivo dans les 
cellules notes, un gene d'une valence de pathogene porcin, ces 
valences etant choisies parmi deux groupes consistant en virus 
de la maladie d'Aujeszky, virus de la grippe porcine, virus de 
la maladie mys terieuse du pore, virus de la parvovirose, virus 
de la peste porcine classique et bacterie responsable de 
1 ' ac tinobacillose , les plasmides comprenant, pour chaque 
valence, un ou plusieurs des genes choisis parmi le groupe 
consistant en gB et gD pour le virus de la maladie d'Aujeszky, 
HA, NP, N pour le virus de la grippe porcine, E t ORF3 , M pour 
le virus de la maladie mysterieuse, VP2 pour le virus de la 
parvovirose, El, E2 pour le virus de la pestivirose et apxl*, 
apxll et apxIII pour l'actinobacillose. 

2. Formule de vaccin selon la revendication 1, 
caracterisee en ce cfu'elle comprend au moins les valences 
Aujeszky et grippe porcine. 

3. Formule de vaccin selon la revendication 2, 
caracterisee en ce qu'elle comprend en plus 1'une au moins des 
valences choisies parmi maladie mysterieuse et ac tinobacil lose . 

4. Formule de vaccin selon la revendication 3, 
caracterisee en ce qu'elle comprend la valence peste porcine 
classique . 

5. Formule de vaccin selon la revendication 2, 
caracterisee en ce qu'elle comprend en plus au moins une 
valence choisie parmi le groupe des valences maladie 
mysterieuse, parvovirose et peste porcine classique. 

6. Formule de vaccin selon. la revendication 1, 
caracterisee en ce qu'elle comprend le gene HA et/ou NP du 
virus de la grippe porcine. 

7. Formule de vaccin selon la revendication 1, 
caracterisee en ce qu'elle comprend le gene E et/ou ORF3 du 
virus de la maladie mysterieuse. 

8. Formule de vaccin selon la revendication 1 ou 2 , 
caracterisee en ce qu'elle comprend gB et gD d'Aujesky. 
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9. Formule de vaccin selon 1'une quelconaue des 
revendications. 1 a 8. caracterisee en c e qu'elle se presente 
sous on volume de dose compris entre 0,1 et 10 ml dg 
preference encre 1 et 5 ml. 
5 10. Formule de vaccin selon 1 - une quelconque des 

revendications 1 a 8, caracterisee en ce qu-elle est adapts a 
une administration intradermique par jet liquide. de preference 
par 3 ets multiples, sous un volume de dose compris entre 0 1 et 
0,9 ml, en particulier entre 0.2 et 0.6 ml, de preference entre 

11. Formule de vaccin selon la revendication 10 
caracterisee en ce qu'elle comprend entre 10 ng et 1 mg de 
preference entre 100 ng et 500 ug, plus preferentiellement 
encore entre 1 ng et 250 fig par type de plasmide. 
15 12 • ut il^ation d'une formule de vaccin selon 1 • une 

quelconque des revendication* 1 a 11, pour la fabrication d'un 
vaccin destine a vacciner les porcins primo- vacc ines au moyen 
d'un premier vaccin choisi dans le groupe consistant en vaccir 
entxer vivant. vaccin entier inactive, vaccin de sous-unite 
vaccin recombinant, ce premier vaccin presentant 1'antigene 
code par le vaccin polynucleotidique ou un antigene assurant 
une protection croisee. 

13. Kit de vaccination regroupant une formule de vaccin 
selon l'une quelconque des revendications 1 a 11. et un vaccin 
choisi dans le groupe consistant en vaccin entier vivant 
vaccxn entier inactive. vaccin de sous -unite, vaccin 
recombinant, ce premier vaccin presentant 1'antigene code par 
le vaccin polynucleotidique ou un antigene assurant une 
protection croisee, pour une administration de ce dernier en 
primo-vaccination et pour un rappel avec la formule de vaccin. 

14. Formule de vaccin selon 1 ■ une quelconque des 
revendications 1 a 11, accompagnee d'une notice indiquant que 
cetce formule est utilisable en rappel d'un premier vaccin 
choisi dans le groupe consistant en vaccin entier vivant 

35 vaccin entier inactive. vaccin de sous-unite, vaccin 
recombinant, ce premier vaccin presentant 1'antigene code par 
le vaccin polynucleotidique ou un antigene assurant une 
protection croisee. 
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190 
64 ► 



1 ATGCCCGCTGGTGGCGGTCTTTGGCGCGGGCCCCGGGGGCATCGGCCCGGGCACCACGGCGGT 
1 ► ^t^roAlaGlyGlyGlyl*^^ 

Pstl 

64 GCTGGCCTCGGACGTCTriTGGCCT^^ 
22 ► AlaGlyl^^lyAruI^uTrpP^^ 

27 CTAGCGCTGCTCCTGCTC^CGCTCGCCGCGGCCCCGCCGTGCC^CGCGWCGGCCGTCACGCGG 
43 ► I*?uAlaI^uI^E*i^^ 

90 GCCGCCTCGGCCTCGCCGACGCCCGGGACGGGCGCCACCCCCAACGACGTCTCCGCCGAGGCC 
^*AlaS<*rAlaSerf>i^T^^ 

Xhol 

^ tccctcgaggagatcga< ^cgttctcccccggcccctccx;aggcccccgacggcgagtacg^ 
85 ► Serl^luGluIleGluAlaPheS^^ 

3 1 6 GACCTGGACGCGCGG ACGGCCGTGCGCGCGGCCGCG ACCG AGCGGG ACCGCTTCTACGTCTCC 
379 CCGCCGCCGTCCGGCTTCCACGGTGGTGCGGCTGGAGCCCGAGCAGGCCTGCCCCGAGTACTCG 

127 ► ProProPix>SexGlySer^^ 

442 CAGGGGCGCAACTTCACGGAGG^XSATCGCCCTGCTCTTCAAGGAGAACATCGCCCCGCACAAG 
14 8 ► Gl^lyAx^gAsnPbeThrQ^ 

505 TTCAAGGCCCACATCTACTACAAGAACGTCATCGTCACGACCGTGTTGGTCCGGGAGCACGTAC 
169 ► PbfiLysAlaHisIleOVrTyrLyEAsnV 

GCGGCCATCACGAACCGCTTCACAGACCGCGTGCCCGTCCCCGTGCAGGAGATCACGGACGTG 
ATCGACCGCCGCG^CAAGTGCGTCTCCAAGGCCGAGTACGTGCGCAACAACCACAAGGTGACC 

IleAspAr^gAr^lyLysCy^ 

- . GCCTTCGACCGCGACGAGAACCCCGTCGAGGTGGACCTGCGCCCCTCGCGCCTGAACGCGCTC 
232 ► AlaPhfiAspAroA^luAs^^ 

757 GGCACCCCX:GCCTC3GCACACCACCAACGACACCTACACCAAGATCGGCGCCGCGGGC 
GlyTlirAroAaaTxpHisThrT^^ ^-w* t „ * . . 



190> 

631 

213> 

694 



757 
253> 

820 



1 iV ^^ CLLAtA ^ ACTAC ^GAACGTCATCGTCACGACCGTGTGGTCCGGGAGCACG 
169 ► PbfiLysAlaHisIleOVrTyrLyEAsn^ 

568 GCGGCCATCACGAACCGCTTCACAGACCGCGTGCCCGTCCCCGTGCAGGAGATCACGGACGTG 
ATCGACCGCCGCG^CAAGTGCGTCTCCAAGGCCGAGTACGTGCGCAACAACCACAAGGTGACC 

IleAspA 1 ^Ar^lyl J ysCy^alSer-LysAl^ 

GCCTTCGACCGCGACGAGAACCCCGT!CGAGGTGGACCTGCGCCCCTCGCGCCTGAACGCGCTC 

AlaPbfiAspAroAspGluAsnPxoValOluValAsp 

GGCACCCCXTGCCTCX^ACACCACCAAraACACCTACACCAAGATCGGCGCCGCGGGCTTC^ 

CAGACGGGCACCTCCGTCAACTGCATCGTCGA03AGGTGGAGGCGCGCTCCGTCTACCCCTAC 
GlimirGlyTfarSerVal^^ 

883 C^CTCCTTCGCCCTGTCCACGCXXM^^ 

2 9 5 ► A^*>SerPheAlaI^iSer^^ 

946 GGGGCCC ACGGGGAGC AG ATCGG CTACGCGCCCGGGCGCTTCC AG C AGGTGG AGC ACT ACT AC 
3 16 ► GlyAlaHisGlyGluGli^^ 

1009 CCCATCGACCrrGGACrTCGCGCCTCCGCGCCTCCGAGAGCGTGACGCG 

3 37 ► ProIleA5pI^Ai*>Sei^ 

1072 CCGCACTTTCACGGTGGCCTGGGACTGGGCCCCCAAGACGCGGCGCGTGTGCAGCCTGGCCAAG 
3 5 8 ► ^HisPfaeTiuValAlaT^^ 

1135 TGGCGCGAGGCCGAGGAGATGACCCGCGACGAGACGCGCGACGGCTCCTTCCGCTTCACGTCG 
379 ► TrpArx^luAlaGluGlu^ 

Psil 

CGGGCCCTGGGCGCCTCCTTCGTCAGCGACGTCACGCAGCTGGACCTGCAGCGCGTGCACCTG 

- ► Ar^ai^lyAlaSerPheValSer^VaiTtaQlii^^ 

GGCGACTGCGTCCTCCGCGAGGCCTCGGAGGCCATCGACGCCATCTACCGGCGGCGCTACAAC 

1324 AGCACGCACGTGCTGGCCGGCGACAGXJCCCGAGGTGTACCTCGCCCGCGGGGGCTTCGTGGTG 
442 ► SerThrHi^aJl^uAlaGlyAspArgPxoGluValTyr 



1198 
400^ 

1261 
421 



FEUILLE DE REMPLACEMENT (REGLE 26) 



WO 98/03658 



PCT/FR97/01313 



3/31 



\Tl>S.*Zl ^^^"^^^TCGCGCAGC^TACGCCCCCCACCTCGACCGCCTC 
463 AX ^^^^leSerA^lxtf^ uAlaGlxlI ^^ 

%c^r ^ C ^ CGTCGT ^ CCCGCTOCCCCCGC ^ CCGCCCG ^^gc^^ 
48 ^t^aGlyVaiValGlyProAlaAlaPraAl^ 

™^ CCCGGCGGGGACGCCCGA ^ 

™»« G ^^ CA ^ GCGTCCCCGGCGAGCGC ^<=acc^ctacagccgcccgciStca^^ 

^ CAACG f CACGGGCGTCATCGA ^CAGCTCGGCGACGACAACGAGCTCCTC^^ 
"^l^sA^ly^yvallle^^^ 

1954 CGCGACCTCATCGAGCCCTGCACCGGCAACCACCGGCGCTACTTTAAGCTCGGGAGCGGGTAC 
67^vT^^ AGGACTACAACTACGTCCGCA,R ^^ 

2 ;!L\v7£7 TCAA ^ CTC ^ TC ^ 

69 ►Va 1 ^ I * S uA S nU^l* !u ^ 

" GAGGAG ? TCG ? CGAC ^^ 



„ ^^^^^^^'^nT^^CAC^CCTCGGCGACG^GCGCCGCCGTCGGCAAGCTXMTCCTV. 
™ k GGTC 1 CCACGGG ^ CGTCA ^ GGCCG ^^ATt»l^^ 
2395 G ^CGCTCGCCATCCGGCTCCTCCrKX:TC<X:CCGC^ 

,^ AC ^ GCGC ^ CGCCGCAACCCCATC ^ 

^ I ► ^^^^AGGACGGCGTCGACGAAGGCGACGTGGACGAGGCCAAGCTGGACCAGGCCCGGGACATG 

Xhol 

862» "-^^^^VaJJJe^^ 

2710 CGCCTCGAGAGCGAGGACCCCGACGCCCTGTAG 
904 ► Argl^uGluSeiGluAspProAspAlaLeu* • - 
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I ATCCTCCTCGCAGCGCTATTGGCGGCGCTGGTCGCCCGGACGACCCTCGGTGCGGACGTGGAC 

l> Meta>euLeuAlaAlaLe*xLeuAl^ 

64 GCCGTGCCCGCGCCGACCTTCCCCCCGCCCGCGTACCCGTACACCGAGTCGTGGCAGCTGACG 
22 ► AJLaValProAlaPrx/ItoPhePr^ 

127 CTGACGACGGTCCCCTCGCCCTTCGTCGGCCCCGCGGACGTCTACCACACGCGCCCGCTGGAG 
43 ► IjeuTbrTtu^al^oSer^ProPheVa^ 

190 GACCCGTGCGGGGTGGTGGCGCTGATCTCCGACCCGCAGGTGGACCGGCTGCTGAACGAGGCG 

64 ► A^PrcOy^l;/tfalValAlaX>eiiIleSe^ 

253 GTGGCCCACCGGCGGCCCACGTACCGCGCCCACGTGGCCTGGTACCGCATCGCGGACGGGTGC 

85 ► VaLAlafiisArgAxyProTfarTyrA^ 

316 GC AC AC CTGCTGT ACTTT ATCG AGT ACGCCG ACTGCG ACCC C AGGC AGGC AG ATCTTTGGGCG 
106 ► AlaHisJ^euLeuTyrPhelleGluTy^ 

379 CTGCCGGCGCCGCACCACGCCGATGTGGTGGACCCCGTCCGCGGACTACATGTTCCCCACGGA 
127 ► LeuProAlaProHisHisAAaAspVaJL^ 

442 GGACGAGCTGGGGCTGCTCATGGTGGCCCCCGGGCGGTTCAACGAGGGCCAGTACCGGCGCCT 
14 B ► GlyArgAJ^GlyAlaAla^sGlyGlyProAa^^ 

505 GGTGTCCGTCGACGGCCnXSAACATCCTCACCGACTTCATGGTGGCGCTCCCCGAGGGGCAAGA 
1 69 ► GlyVaXAxgAjrgArgArgGluHi sPrx>HisArgt>euHi sGlyGlyAlaProArgGlyAlaArg 

56 8 GTGCCCGTTCGCCCGCGTGGACC AGCACCGC ACGTACAAGTTCGGCGCGTGCTGGAGCG ACGA 
190 ► ValJ?roVaJlAi?gProArrgG lyProAl aProHi ^al Gl:nVaXArgAxgValX>e^luAr^Ai^ 

631 C AGCTTC AAGCGGGGCGTGGACGTGATGCGATTCCTGACGCCGTTCTACCAGCAGCCCCCGC A 
211 ► m nT^ifil tA I 1 yAjnqG lyArqrAspAlaX 1 ^ProAi^pAl aVaJJ^euProA 1 aM fiProAla 

694 CCGGGAGGTGGTGAACTACTGGTACCGCAAGAACGGCCGGACGCTCCCGCGGGCCCACGCCGC 
232 > PTOGJy<SlyGlyGluLeijXeuVa^ 

757 CGCCACGCCGTACGCCATCGACCCCGCGCGGCCCTCGGCGGGCTCGCCGAGGCCCCGGCCCCG 
253 ► AxyHisAlaValArgHisArgProAa^g^ 

820 GCCCCGGCCCCGGCCCCGGCCGAAGCCCGAGCCCGCCCCGGCGACGCCCGCGCCCCCCGACCG 
274 ► AlaProAlaPircxAlaJProAlaGluAi 

883 CCTGCCCGAGCCGGCGACGCGGGACCACGCCGCCGGGGGCCGCCCCACGCCGCGACCCCCGAG 
295 ► ProAlaArgAXaGlyAspAlaGlyPiraArgAryAxyGly^ 

94 6 GCCCGAGACGCCGC ACCGCCCCTTCGCCCCGCCGGCCGTCGTGCCC AGCGGGTGGCCGCAGCC 

3 16 ► AlaAi^gAspAlaAlaProProLeuArgP^ 

1 009 CGCGGAGCCGTTCCAGCCGCGG ACCCCCGCCGCGCCGGGCGTCTCGCGCCACCGCTCGGTGAT 
3 37 ► Arg^lyAlaValPixiAiaAl^AspPxT^Aj 
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1072 CGTCGGCACGGGCACCGCGATGGGCGCGCTCCTGGTGGGCGTGTGCGTCTACATCTTCTTCCG 

3 5 8 ► AxxjAruHisGlyHisAxgAspGlyArgAlaPrtD^ 

113 5 CCTGAGGGGGGCGAAGGGGTATCGCCTCCTCGGCGGTCCCGCGGACGCCG ACGAGCTAAAAGC 
379 ► Prx>GluGly01yGluGlyValSerProProGlyArySerAr^ 

1198 GCAGCCCGGTCCGTAG 

4 0 0 ► AlaAlaArgSerVal 
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!^^^ C ^ CTA " CGTA " ATOTCTACATOCACTCCGCTC AAACC TC ACACCATC TC T 

22 ^alGlyTyxm.- 5A laA S nA S nSer^ As ^ 

X « ► ^^'^^C^^^ACTAGAAAACAGTCATAAT^AAAACTC-rcCAGCCTCAATCCA 
^^^^erValAsnl^^iu*^ 

64 ► ValAlaP TO I^ il ^l yrysCytov ^ aG1 ^ rle ^ lyAsn ^ i ^ 
253 GACCTGTTGCTCACAGCGAATTCATGGTCTTACATAATAGAGACTT-CAA^ 

^^ CTACCCC ^ AGAA ^ ATOA " ATCA ^^^AAGGGAGCAGC TC AGTTC AGTC TCT 

m> S^hsGluAryPheGluIleP^ 

505 GTAGAGAGGGAAAATTCCTATCCTAAACTCAGCAAATCATACACAAACAACAAAGGOAAlir'A * 

^►Vall^loIleTrpGlyValiUsHi^^ 

63 1 AATGCTGATGCATATGTTTCAGTTCGCrrCATCAAA^ 

9^ ► ^ A ^ TAGACCTAAA ^ AAAMACAAGCAMCAG ^TCAA™rrATTX M ACATT WA GAT 

. 2 "> G ^y*^Ile^P^luAaa^^^ 
"0 TTGAATAAOOGCTCTDGTXCra^ 

295 ► LysCyscnxfltoProHisGlyMa^^ 

946 ^TATTGGAGAATGCCCCAAATATGTTAAAAGCACCAAACTCAGAATCGCAACAGGACTAAGG 
1009 AACGTCCCCTCTATTCAATCCAGAGGACTTTTCGGAGCAATTGCTrGGA'rTCATTGAAGGAGGA 
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1072 TGGACAGGAATGATAGATGGGTGGTATGGGTATCACCATCAGAATGAGCAGGGATCTGGTTAC 

3 58 ► TrpThx<31yMetIleAspGly^ 

1135 GC ACCTG ATC AGAAAAGC AC AC AAATTGC AATTG ACGGG ATC AGC AAC AAAGTG AACTC AGTA 
379 ► AlaAl^AspGlnljygSerTtirGljiIlp-AI ATlAft^l yTl *<z*r*<mT y^zAjj^nScttzl 

1 1 9 8 ATTG AGAAAATGAAC ACTC AATTCACTGC AGTGGGC AAGG AATTC AATGATCTAG AAAAAAGG 

4 00 ► IleGluLysMet^Asrm^l^ 

1261 ATTGAGAATTTGAATAAGAAAGTCGATGATG<^TTTTTG 
4 2 1 ► I leGluAsnLeuAsnLy^y^alAspAspGlyPh^LeuA 

1324 TTGCTCGTTTTGCTCGAGAACGAAAGGACTCTAGATTTCCATGACTTTAACGTAAGAAATTTA 

1387 TATGAAAAGGTCAAGTCACAATTGAGAAACAATGCCAAAGAAATCGGGAATGGTTGTTTTG 
4 6 3 ► TyrGlxiLy^alliysSei^InLEMAr^^ ft ^AlaLysGluIleGlyAsnGlyCysPbeGlu 

1450 TTCTATC AC AAATGTGATG ACG AATGC ATGAAG AGCGTAAAG AATGGC AC AT ATAACTACCCC 
484 ► PheTyrHisI^ysCysAspA^pGluCysMet^^ 

1513 AAATATTC AGAAGAATCC AAATTGAATAGAG AGGAAATAGACGGTGTGAAACTAGAATC AATG 
505 ► LysTyxS erCliiG lixSexLysLeuAsnAr^ luGluI 1 eAspG lyVaJJLysLeufiluSerMe t 

1576 GGAGTTTACCAGATl'rit^CGATCTACTCCACAGTCGCCAGTTCCCTGGTCTTGTTAGTXTTCC 
526 ► GlyValTyrGI nTI pT/^xAXaXleTyrrSerT3irValAl *<^t-<^i-t^ a/;* t T^vL^jyaiSer 

1639 CTGGGGGC AATC AGCTTCTGG ATGTGTTCTAATGGGTC ATTGC AATGC AG AATATGCATTTAA 
547 ► LeuGlyAlalleSerPheTrpte . . 



Fx. 
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1 ATGGCGTCTCAAGGCACCAAACGATCTTATGAGCAGATGGAAACCGGTCGAGAACGCCAGAAT 

64 G C T ACTG AAATC AG AG C ATCTGTTGGGGX5 AATGGTTGGTGG AATTGG AAG ATTCTAC AT AC AG 
22 ► AlaTlirGlulleAr^aSe^^ 

127 ATGTGCACTGAACTCAAACTCAGTGACTATGAAGGGAGGCTGATCCAGAACAGCATAACAATA 
4 3 ► ^tCys^irGluI^ysI^ 

190 GAGAGAATGGTTCTCTCTGCATTTGATGAGAGGAGGAACAAATACCTGGAAGAACATC 
64 ► GluAr^tVali^e^a^^ 

2 53 GCGGGGAAGGACCCAAAGAAAACTGGAGGTCCAATCTACAGAAAGAGAGACGGAAAATGGATG 
85 > AlaGlyLysAspPiroL^ 

3 1 6 AGAGAGCTGATTCTATATGACAAAGAGGAGATCAGGAGGATl'TGGCGTCAAGCAAACAATGG^ 
106>ArgGluI^leIeuTyiAspLy^ 

379 GAAGATGCTACTGCTGGTCTCACTCATCTGATGATTTGGCATTCCAACCTC 
127 ► GluA^^aTiirAlaGlyl^i^^ 

* 4 2 TATCAG AGAACAAGAGCTCTCGTGCGTACTGGGAT 
4 8 * 1 ^^ aAj ^ S ^^ 



4 

14 




563 GTAATGGAACTGATTCGGATGATAAAAGCGG^^ATCAATGATCGGAACTTC 
190 ► ValJletGluI^leArgteta^ 

631 AATGGACGAAGAACAAGAATTGCATATX3AGAGAATGTGCAACATCCTCAAAGGGAA 
2 1 1 ► A^lyArgAr^gTlii^IleAlaTy^ 

tV-> k ^^^GCAGCGCAACAAGCAATGATGGACCAGGTGCGAGAAATGACAAATCCTG 

III . ^ TC ^ GACC ™ TCm <=TGGCACGATCTGCACTCATTCTC 

320 TCCTGCCTGCCTGCTTGTGTATATGGACTTGTTGTGGCAAGTGGATATC 
274 ► SexCysI^^iProM^ 

So 3 GGGTACTCTCTAGTCGGAATAGATCCTTTCCGTCTGCTCCAAAACAGCCAGGTGTTCAGCCTC 
295 ► GlyTyrSerl^VcaG^ 

94 6 ATTAGACCAAATGAGAATCCAGCACATAAGAGTCAGCTGGTATGGATGGCATGCCATTCTGCA 

1 009 GCATTTGAAGATCTGAGAGTGTCAAGTTTC 
3 37 AlaPheGluA£*I^A^ 
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1072 CTGTCCACCAGAGGAGTTCAAATTGCTTCAAATGAAAACATGGAAACAATGGAGTCCAGTACT 

1135 CTTGAACTGAGAAGCAAATACTGGGCTATAAGAACCAGGAGCGGAGGAAACACCAACCAACAG 
379 ► LexiGluIy^uAxgSer^^ 

1198 AGAGCATCTGCAGGGCAAATCAGTGTACAACTTACT^CTCGGTACAGAGAAATCTTCCTTTC 
4 00 ► ArgAJ^SeiJU^GlyGlxiIleSeWaaGlnLe^ 

1261 GAGAGAGCGACCATCATGGCAGC ATTTACAGGGAACACTGAAGGC AGAAC ATCTGACATG AGG 
42 1 ► GluAi?gAlaThrIlehfetiAlaja.aP^ 

1324 ACTGAAATTATAAGAATGA1X3GAAAGTGCCAGACCAGAAGATGTGTCCTTCCAGGGGCGGGGA 
4 42 ► Tiii^luXlelleArE^tt^tGluSerAla^ 

1387 GTCTTCGAGClXrTCGGACGAAAAGGCAACGAACCCGATCGTGCCTTCCTTTGACATGAGTAAT 
463 ► ValPfaeGauLeuSerAspGluL^^ 

14 50 GAGGGATCTTATTTCTTCGGAGACAATGCAGAGGAGTATGACAATTAA 
484 ► GluGlySerTyrPhfiPheGlyAspAsnAlaGluG luTyrAspAsn • • • 
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BamHI 
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EcoRI 



Sail 
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Notl 
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Digestion 
Sail + Notl 



/ 
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CMV E 
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1 ATGAAGACTGTCATTGCCTTGAGCTACATTTTCTGTCTGGTTCTTGGCCAAGACCTTCCAGAA 
1 ► ^tXysThWallleAlal^^e^ 

64 AATGGCAGCAGCACAGCAAAGCCTGGTCTGGGACATCATGCGGTGCCAAACGGAACGTTAGTG 
22 ► Asr^lySerSer^ii^aI,ysProGly^^ 

127 AAAACAATCACGAATGATCAGATCGAAGTGACTAATGCTACTGAGCTGGTCCAGAGTTTCTCA 
4 3 ► LysThrlleThiAsriA^ 

190 ATGGGTAAAATATGCAACAATCCTCATCGAGTTCTTGATGGAGCAAAGTGTACACTGATAGAT 
64 ► MetGlyLysIleCy^AsnAsnProHisAx^aai^^ 

2 5 3 GCTCTATTGGGGGACCCTCATTGTGATGGCTTTCAAAATGAGA 
85 ► Alal^^uI/^lyA^Pro^ 

3 16 CGCAGCAAATGCTTCAGCAACTGTTACCCTTATGATGTGCCAGATTATGCCTCCCTTAGGTCA 
106 ► AxxjSeirLysCysP^^ 

379 CTAATTGCCTCTTCGGGCACTTTGGAGTTTATCAATC 
i27> L^nilleAlaSerSerGlyT^^ 

442 CAGAACGGAGGAAGCAATGCTTGCAAGAGGCGGCCTGATAGCGGTTTCTTCAGTAGGCTGAAC 
148 ► Glr>Asi^lyGlySej^^ 

505 TGGTTGTACAAATCAGGAAACACATACCCGATGCTGAACGTGACTATGCCAAACAGTGATAAT 
169 ► TrpLeuTyrLysSe^ 

568 TTTGACAAATTATACATTTGGGGGGTTCACCATCCGAGCACAGACAGGGAACAAACCAACCTA 
190 ► Phe^LysI^oiTyrlleTirp^ 

631 TATGTTC AAGTATC AGGG AAAGC AACGGTTTTC AC C AAG AG AAGC C AGC AG ACC AT AATC C CG 
2 1 1 ► TyrValGlnValSerGl^^ 



694 AAC AGTCGGTCTAG ACC C T*j^^T AAGGGGTCTGTCTAGTAG AATAAGC ATCC ATTGG AC AATA 
2 32 > AsnSecAr ^^ 

757 GTTAAACCGGGGGACATTCTGATAATTAATAGTAATGGGAACCTAATTGCTCCTCGGGGT^ 

2 53 ► ValiysProGlyAsp^^ 

820 TTCAAAATGCACAATGGGAGAAGCTCAATAATGAGGTCAGATGCACCTATTGGCACCTGCAGT 
274 ► P^Y^t^sA^lyAr^gS^ 

383 TCTGAATGCATCACTCCAAATGGAAGCATXTCCAAATGACAAACCCTTTCAAAACGTAAACAAG 
295 ► S^luCysIleThrPro^^ 

9.4 6 ATCACATATGGGOCATGTCCTAAGTATGTTAAACAAAACACTCTGAAGTTGGCAACAGGGATG 
3 16> IleTiirTYrClyAlaCVsPxoLysTy^ 

1009 CGGAATATACCGGAAAAA.CAAACTAGAGGCATATTCGGCGCAATAGCAGGTTTCATAGAGAAT 

3 37 ► Ax^gAsiIleProGluL^ 
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1072 GGTTGGGAAGGAATGGTAGACGGCTGGTACGGTTTCAGACATCAAAATTCTGAGGGCACAGGA 

3 58 ► GlyTrpGluGlyt^tValJ^^ 

1135 CAAGC AGCAGACCTTAAAAGCACCC AAGC AGCCATCGACCAAATCAACGGGAAACTGAATAGA 
379 ► GlboAJ^AlaAspI/^^ 

1193 CTAATCGAGAAGACGAACGGGAAATTCCATCAAATCGAAAAGGAATTCTCAATAGTAGAAGGG 

4 00 ► I^^leGluLysThrAsi^lyL^ 

1261 AG AATTC AGGACCTCG AG AAATACGTTGAAGAC ACTAAAATAGATCTCTGGTCTTAC AATGCG 
4 2 1 ► ArglleGILnAspI^o^luLys^^ 

132 4 GAACTTCTTGTCGCTCTGGAG AACC AAC ATACAATTGATCTGACTGACTCGG AAATGAGCAAA 
4 4 2 ► GluI^suI^ValJaal/^^ 

1387 CTGTTTGAAAAAACAAGGAGGCAACTGAGGGAA 

4 6 3 ► I^^beGluLysThrAr^^ 

1450 C AAATATACC AC AAATGTGAC AATGCTTGCATAG AGTCAATC AGAAATGGG ACTTATGACCAT 
484 ► Gl^leTyxHi^ysCysAspA^^ 

1513 AATGAATACAGAGACG AAGCATTAAACAACCG ATTTC AGATCAAAGGTGTTGAGCTC AAGTCG 

5 0 5 ► Asx^luTyrArx^Asp^^ 

1576 GGATACAAAGACTGGATCCTGTGGATTTCCTCTGCCATATCATGCTTTTTGCTT^ 
52 6 > GlyTyxLy^AspTrpIleLeuTrpIleSer^ 

1639 TTGCTAGGATTTATCATGTGGGCCTGCCAGAAAGGCAACATTAGGTGCAACATTTGCATC 
547 > I^uI^uGlyThelle^tTrpAlaCyHGlnL . 
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. 1 ATGGCGTCTCAAGGCACTAAACGATCTTATGAGCAGATGGAAACCGGTGGAGAACGCCGGAAT 
1 ► hfetJ^aSeiXiljDGlyThxLyKA^ 

64 GCT ACTG AAATC AG AGC ATCTGTTGG<X^ AATGGTTGGTGO AATTGG AAG ATTCT AC AT AC AG 
22 ► AlaTliirGluIleAr-gAlaSej^^ 

127 ATGTGCACTAAACTCAAACTCAGTGACTATGAAGGGAGGCTGATCCAG AAC AGC ATAAC AATA 
4 3 ► ttetcysTtirLysIi^njL^^ 

190 GAGAGAATGGTTCTCTCTGC ATTTGATGAGAGGAGGAACAAATACCTGGAAG AACATCCC AGT 
64 ► GluAr^^tValLeuSei^aPheAspGluAi^sfAx^ 

253 GCGGGGAAGGACCCAAAGAAAACTGGAGGTCCAATATAC AGAAAGAGAG ACGGAAAATGGATG 
85 ► AlaG lyl^ysA^ProLy^ysTiirGlyGlyPiro 1 1 eTyrAx^Ly&ArgAspG lyX,ysTxpMe t 

316 AGAGAGCTGATTATGTATGACAAAGAGGAGATCAGGAGGATTTGGCGTCAAGCAAACAATGGT 
106 ► Ar^luLe^letetTyrAspLyt^ 

379 GAAGATGCTACTGCTC^TCTCACTCATCTGATGATTTGGCATTCCAACCTG AATGATGCCACA 

127 ► GliiAspAlaThrAlaGlyLeuThrHi sTeu^tlleTrpaisSff r AsnT/ n aAgnAspAaa'ttir 

442 T ATC AG AG AAC AAG AGCTCTCGTGCGT ACTGGG ATGG AC C C C AG AATGTGCTC TCTG ATG C AA 
148 ► TyxGljoArgltaArgAlaLe^^ 

505 GGATCAACTCTCCCGAC^AGATCTGGAGCTGCTGGTGCAGCAGTAAAGGGAGTTGGGACGATG 
1 6 9 ► GlySerTbrLeaiProAr<gArgSerG^ 

568 GTAATGGAACTGATTCGGATGATAAAGCGGGGGATCAATGATCGGAACTTCTGGAGAGGCGAA 
190 ► ValMetGluI>euIleA^gMstXlel^ 

631 AATGGACGAAGAACAAG AATTGC ATATGAGAG AATGTGCAACATCCTC AAAGGG AAATTTC AG 
2 1 1 ► AsriGlyArgArgTlirArtf IleMa3yrGl^ 

694 AC AGC AGCGC AACG AGC AACGATGGACC AGGTGCG AG AAAGCAG AAATCCTGGG AATGCTG AG 
232 ► ThxAlaAlaGlaArgAlaThrte 

7 57 ATTGAAGACCTTATCTTTCTAGCACGATCTGCACTC ATTCTGAGAGGATCAGTGGCTCATAAA 
253 ► Tl F^liiA^T.f^laPbel^uAlaAj^g^ MaHi <=T.yc; 

820 TCCTGTCTGCCTGCTTGTGTATATGGACTTGTTGTGGCAAGTGGATATG 
274 ► SerCysI^iPixiAlaCy^aaTy^ 

883 GGGTACTCTCTAGTCGGAATAGATCCTTTCCGTCTGCTCC AGAACAGCCAGGTGTTC AGCCTC 
2 9 5 ► fll yTyTT^T-t^ValGlylleAcq^^ nAgnQ^^pVal PhP^rf^i 

94 6 ATTAGACCAAATGAGAATCCAGCACATAAGAGTCAGTTGGTATGGATGGCATGCCATTCTGCA 
3 16 ► IleA^gPixAsnGluAsnPraAla^ 

1009 GC ATTTG AAG ATC TG AG AGTGTC AAGTTTC ATC AG AGGG AC AAAAGTGGTC C C AAG AGG A C AA 
337 ► AlaPheGluA^IxsuAi^alSexSerPhell 
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1 198 AGGGCATCTGCAGGGCAAATCAGTGTACAACCTACTTTCTCCGTACAGAGAAATCTTCCTTTC 
400 ► ArgAJ^^aGlyGlnlleS^ 

1261 GAGAGAGCGACCATCATGGCAGCATTTACAGGGAACACTGAAGGCAGAACATCTGACATGAGG 

4 2 1 ► GluAxyAlaTh^Ile^t^aAaaPhe^^ 

1324 ACTG AAATTAT AAG AATG ATGG AAAGTGCC AG ACC AG AAG ATGTGTC CTTCC AGGG GCGGGG A 
4 4 2 > ThrGluIlelleAr^tMetGl^^ 

1387 GTCTTCGAGCTCTCGCACGAAAAAGCAACGAACCCGATCGTGCCTTCCTTTG ACGTG AGTAAT 
463 ► Val^beGluLeuSeiA^luL^^ 

14 50 GAGGCATCTTATTTCTTCGGAGACAATCCAGAGGACTATAACAATTAA 
4 84 ► GluGlySerT^Pfa^heGlyAspA^^^ • . 
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